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欧盟鱼病水平测试样品中DNA病毒检测

徐晔，段宏安8，周毅，丁超 (连云港出入境检验检疫局，江苏连云港222042)

摘要[目的]通过参加欧盟鱼病水平测试，评价试验室检测能力，加强对检测方法的掌握。[方法]按照水平测试说明的方法进行病毒

分离鉴定，测试的】0个样品在病毒分离后用PCR方法检测DNA病毒。[结果]咖检测为流行性造血器官坏死病毒(Epizootic haemato—
poietic necrosis virus，EHNV)，PTm为欧洲鲴病毒(European catfish virus，ECV)，PI’Ⅷ和PrrX为锦鲤疱疹病毒(Koi herpesvirus disease vi—

rus，KHDV)，PTIX为流行性溃疡综合征(Epizootic ulcerative syndrome，EUS)。[结论]该实验室检出了2011年欧盟鱼病水平测试样品中
的4种DNA病毒，与最后公布的测试结果完全一致。
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Detection of DNA Virus in the Inter。laboratory Proficiency Test

XU Ye et al(Lianyungang Entry—Exit Inspection and Quarantine Bureau，Lianyungang，Jiangsu 222042)
Abstract [Objective]By participating the European Union inter—laboratory proficiency test for fish diseases，the detectability of the laborato—
ry was evaluated and the master of the detection method was improved．[Method]Ten proficiency test samples were detected by virus isolation
and identification according to the instruction of the proficiency test．[Result]The PTⅡwas epizootic haematopoietic necrosis virus(EHNV)，
the PTlll was European camsh virus(ECV)，the PTⅧand PTX were both koi herpesvirus disease virus(KHDV)，the PTⅨwas epizootic u1一

cerative syndrome(EUS)．[Conclusion]Four types of DNA virus were detected positive from the proficiency test sampies．which was consist—
ent with the final results．
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我国是渔业大国，同时也是养殖大国和水产品出口大

国。水产品出El贸易随着养殖业的迅速发展而Et益繁荣，某

些水产养殖产品或其加工产品主要用于出口。随着国际贸

易的开展，新的养殖品种不断被引进，造成养殖病害频繁发

生，每年病害均造成重大经济损失。20世纪末北京出口英国

的观赏鱼被检出SVCV，英国将我国划为疫区，中断贸易达半

年以上。因此，水生动物检疫工作对于养殖业的健康持续发

展、维护国际贸易的正常秩序具有重要意义⋯。

检疫实验室作为防疫的技术保障措施之一，应加强建

设⋯。为了加强技术交流，提高检测水平，连云港出入境检

验检疫局水生动物检疫实验室从2008年起连续4年参加了

由丹麦国家兽医研究所(EURL)组织的鱼病水平测试，对列

入OIE手册的鱼病进行检测。该水平测试是一种诊断程序

的比较试验。该试验分为2个水平测试，即水平测试1

(PTl)和水平测试2(PT2)。EURL在前几年的水平测试中

只设计了PTl，主要用于评估参加测试的实验室鉴定病毒性

出血性败血症病毒、传染性造血器官坏死病病毒和流行性造

血器官坏死病病毒等鱼类病毒的水平。2010年首次增加了

PT2，旨在评估参加测试实验室鉴定传染性鲑鱼贫血病病毒

和锦鲤疱疹病毒的能力，201 1年在PT2样品中又增加了流行

性溃疡综合征的检测BJ。连云港出入境检验检疫局水生动

物检疫实验室于2011年11月参加了水平测试，包含PTl和

PT2 2个部分，各有5个安瓿管，共10个测试样品，按照水平
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测试说明对Prl样品进行了蛙病毒检测，使用常规PCR或

实时荧光PCR方法对PT2样品进行了KHV检测，并使用常

规PCR方法对m样品进行了流行性溃疡综合征的病原
(丝囊霉菌)检测，旨在为提高该实验室检测水平提供依据。

1材料与方法

1．1 材料Taq DNA聚合酶购自上海生工生物公司。

GeneQuant pro核酸浓度测定仪，美国GE医疗集团生产；

SIGAMA 3K15型高速台式离心机，德国Sigma公司生产；
Veriti PCR仪，美国ABI公司生产。

1．2方法

1．2．1样品处理。将P111和PT2样品中的10支安瓿管分

别标记为PTI～PrX。其中PTl样品中每管等体积分装了

0．2 ml含20％(v／／v)乳白蛋白水解产物的细胞上清冻干粉。

用于病毒分离、滴定和鉴定；PT2样品中每管包含0．2 Illl细

胞培养物上清／milliQ水和0．2 ml 20％(W／V)乳白蛋白水解

产物水溶液共0。4 nll溶液做成的冻干粉。按照水平测试说

明，如果收到样品后无法立即开始检测，需将样品避光保存

于4℃。

1．2。2 引物合成。按照OIE水生动物疾病诊断手册旧1，由

上海生工生物公司合成引物(表1)。

1．2．3 锦鲤疱疹病毒检测。使用Bereovier TK引物。3】，对

每个样品制备反应混合液：10×PCR反应缓冲液10．00¨l，

MgCIz(25 mmol／L)5．00 jxl，dNTPs(25 mmol／L)0．50肌l，正、

反向引物(100 pmol／I乩1)各0．50斗1，DNA聚合酶0．25¨l，分

子生物学级纯水30．75出。反应程序：94 cc 5 min；95℃1

min，55℃l min，72℃1 rain，共40个循环；最后72℃延伸

10 min。取10 txl PCR产物在2％琼脂糖凝胶上以120 V电

压电泳30 min，紫外线下观察。使用Gray Sph引物p。1，对

每个样品制备以下PCR反应液：10 X PCR反应缓冲液2．00
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斗l，MgCl2的终浓度为2 mmol／l。，dN’FPs(25 mmol／L)1．60¨l，

正、反向引物(50 pmol／p,1)各0．20斗l，DNA聚合酶0．10“l，

分子生物学级纯水14．90“l。反应例≯：94℃30 s；94℃30

S，63 qC 30 s，72℃30 s，共40个循环；最后72℃延伸7 rain。

表1引物序列

1．2．4流行性造血器官坏死病病毒检测．，采用一轮MCP

PCR扩增580 bp的产物旧’，通过测序可鉴定蛙病毒的种类。

反应体系：核酸1．0 Ixl，上、下游引物各l p。mol／I．，咖酶2．5
U，MgCI，2．5 mmol／L。混合物在自动热循环仪中按没定的程

序运行35个循环，即95℃l illin，55℃l mira，72 cc l min，最

后72℃15 rain。扩增的DNA(580 bp)通过琼脂糖凝胶电泳

分析。

1．2．S流行性溃疡综合征检测。Ainvad-2F和Ainvad—ITSRl

反应总体积为50．0“I的PCR反应体系包括：J-、下游引物各

25 pmol／l。，0．5 U 7却DNA聚合酶和20 ng基I习组DNA。扩

增程序：95℃预变性2 min；95 oC 30 S，56℃45 S，72℃2．5

min，共35个循环；最后72 cC延伸5 rain。目标产物大小为

234 bp■，
ITSll和ITS23反应总体积为25．0“l的PCR反应体系

包括：上、下游引物各0．5 p．mol／L，MgCl3 1．5 mmol／L，0．6 U

raq DNA聚合酶和20 ng基因组DNA：扩增程序：94℃预变

性5 min；95 cc 30 S，65 oC 30 S；72 oC l min，共25个循环；最

后72℃延伸5 min。目标产物大小为550 bp岗1。

2 结果与分析

2．1 PT2样品检测锦鲤疱疹病毒(KHDV) 使用Gray Sph

引物对。阿Ⅷ和PrrX有大小为292 bp的目的条带(图1)；使
用Bercovier TK引物对，PrrⅧ和PTX有大小为409 bp的目的

条带(图2)，说明PrrⅧ和门X为KHDV。

2．2 PTl样品检测流行造血器官坏死病毒(EHNV) 采用

一轮MCP PCR进行扩增，结果可见frrⅡ和Prlll有580 bp的

目的条带(图3)，通过测序发现门Ⅱ与EHNV有98％的同源

性，P1’Ⅲ与欧洲刚病毒(ECV)有97％的同源性。

2．3 FI'2样品检测流行性溃疡综合征(EUS)使用Ainvad-

2F和Ainvad—rISRl引物对，IyI’Ⅸ有大小为550 1)ll的目的条

带(图4)；使用ITSIl和I'IS23引物对，阿Ⅸ有大小为234 bp

的目的条带(图5)。

3 讨论

(1)水平测试是评价试验室技术能力和比较测试结果的

重要且实用的工具：接受ISO／IEC 17025认可的试验室必须

定期参加水平测试从而改进分析技术，此外，水平测试的客

户或终端使用者，例如欧盟委员会或其他权威机构能够从上

注：l～5．KHDV Fl’VI—P1’X检测结果；6．KHDV阴性对照；7．DL

Marker 2(X)()．

图1 PTVI—PTX Gray Sph引物对检测KHDV结果

l 2 3 4 5 6 7

注：1．DI。Marker 2000；2．KttDV阴性对照；3～7．KHDV PTX—I叮

Ⅵ俭测结粜

图2 PTⅥ一PTX Bercovier TK引物对检测KHDV结果

l 2 3 4 5 6 7 8

嘲饕
500 bb

250 bp

100 bo

580 bp

注：1．DL Marker 2000；2．EHNV阴性对照：3．EHNV阳性对照；4～

8．EHNV FrV～prrI检测结果。

图3 PTI—PTV EIINVF／R引物检测E瑚w结果

报的测试结果中获取对制定政策有用的信息阻叫。许多不

同的私人和官方机构组织了检测各种化合物和基质的水平

卯卯卯∽呻时呲㈣瑚㈣瑚Ⅲ
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2 000 bp

鬣

iE：I．DI，Market+2000；2．EUS『；／lft'x-r J!镬；3～7．EtJS l'rX—Irl’VI俭

Jlile?i艇

图4 PTVI—PTX Ainvad-2F／ITSRl引物对检测EUS结果

l 2 3 4 5 6 7
2 000 bp

1貅
i00 bp

注：I．DI．Marker 2000；2—6．EUS PTⅥ～Frx检测结果；7．EUS

阴性对照．

图5 PTVI—PTX ITSll／23引物对检测EUS结果

测试。在这些组织中欧盟参考实验室(CRLs)是由欧盟委员

会指定的。CRLs咱勺主要任务之一就是组织由欧盟成员国的

国家参考实验室(NRLs)参加的水平测试。

(2)欧盟鱼病水平测试是由欧盟委员会指定的实验室组

织的由欧盟成员国的国家参考实验室(NRLs)参加的水平测

试。丹麦国家兽医研究所是欧盟鱼病参考试验室(EURL)，

也是OIE鱼病参考实验室，它负责组织欧盟的鱼病水平测

试。该测试给每个实验室一个对外保密的代码。在测试结

果报告中会告知每个实验室相应的代码。另外，测试的组织

者会根据试验结果给一些实验室提供建议=

(3)连云港出入境检验检疫局水生动物检疫实验室通过

参加最近4年的欧盟鱼病水平测试，加强了对检测技术的掌

握，从中也发现一些问题。首先，按照水平测试规定的方法

处理样品。在打开安瓿管时需要H{一边带有锯齿的锯条在管

子的一侧锯出划痕，然后用纸巾包住掰开管子，按照该种方

式管内的粉末会喷出少量，因而会降低起始样品巾的病毒

含量。另外，2011年的PT2样品应直接用于PCR或RT-PCR

检测，实际操作时样品被分}十j一部分用于接种敏感细胞，导

致最后检测时样品量不足，有1种病毒未能检H；。

(4)连云港出入境检验检疫局水生动物检疫实验室按照

水平测试说明的方法进行病毒分离鉴定，测试的10个样品

在病毒分离后用PCR方法检测DNA病毒：结果PrrⅡ检测为

流行性造血器官坏死病毒(Epiztx)tic haematopoietic necrosis

virus，EHNV)，PrrⅢ为欧洲鲷病毒(European catfish virus．

ECV)．PrrⅧ和阻X为锦鲤疱疹病毒(Koi herpesvirus disease

virus，KHDV)，FrrⅨ为流行性溃疡综合征(Epizootic ulcerative

syndrome，EUS)，与最后公布的测试结果完全一致．j根据欧

盟鱼病水平测试的要求，鉴定待测病毒可使用ELISA、免疫荧

光、中和试验、PCR／荧光PCR或RT．PCR／荧光RT．PCR方法

进行，连云港}}{人境检验检疫局水生动物检疫实验室目前主

要依赖于PCR／荧光PCR或RT—PCR／荧光RT-PCR方法，而

免疫学方法都尚在建立过程中，还未J丰j于日常检测，有待进

一步开发利用。
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其中添加黄霉素组最为显著，其次为0．2％人重组溶菌酶组。

这说明添加人重组溶菌酶有增加肉鸡肠绒毛长度的效果。

3讨论

试验表明，全期添加0．2％人重组溶菌酶的效果最好，町

起到加快胃肠蠕动、促进食物消化、提高营养物质消化率的

作用。这与Carre研究表明添加酶制剂后，使NSP的分子量

减小，降低食糜黏度，从而减少回肠微生物发酵，为机体提供

部分能量，相应改善动物的生产性能基本吻合。因此，人重

组溶菌酶能够通过提高营养物质利用来促进肉鸡生长。直

接添加于饲料中替代抗生素，用于日常动物保健。
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